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Molecular mechanisms underlying cytokinin-induced ornamental flower 
morphology and its application in breeding
- Using torenia as a model floricultural plant -
Tomoya Niki
Summary
For floricultural plants, flower morphology is one of the most important traits determining attractiveness and 
commercial value. Improvement of flower morphology toward more ornamental flowers is a major objective of breeding 
programs, but conventional breeding programs can be time-consuming, and the development of efficient breeding 
methods is desired. In recent studies, treatment with forchlorfenuron (CPPU), an inhibitor of the cytokinin degradation 
enzyme cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX), induces morphological changes in flowers of torenia (Torenia 
fournieri L.) depending on the floral stage of CPPU treatment. 
In this study, we aimed to elucidate the molecular mechanism responsible for CPPU-induced morphological changes 
in torenia flowers. Furthermore, we employed floral organ-specific promotion of cytokinin biosynthesis using transgenic 
technologies to produce torenia with ornamental flower morphologies.
In the work described in Chapter 2, we investigated the temporal and spatial distributions of cytokinin signals in 
CPPU-treated flower buds as indicated by type-A response regulator (RR) and CKX gene expression. Quantitative real-
time PCR analysis showed that the expression of both TfRR1 and TfCKX5 was induced from 1 day after CPPU treatment 
in sepals, petals, stamens, and pistils and maintained at a high level until 5 days after treatment when the earliest 
morphological changes due to CPPU treatment were observed. In situ hybridization analysis showed weak expression of 
both genes in stamens and pistils through all floral stages of untreated flower buds. However, when CPPU was applied at 
the sepal development stage, expression of both genes was strongly induced at the abaxial side of the stamen primordia, 
which are sites of initiation of the wide paracorolla. When CPPU was applied during the early stage of corolla 
development, high expression of these genes was observed in the stamen and in the basal and middle parts of the petal, 
which are the sites of initiation of the narrow paracorolla. When CPPU was applied during the middle corolla 
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development stage, strong expression of these genes was detected in the middle to apical parts of the petal, which is the 
site of changes in the distribution pattern of vascular bundles and the resulting serrated margins．
In the work described in Chapter 3, we investigated the morphological properties and the role of floral homeotic genes 
in the formation of two CPPU-induced types of paracorolla, wide and narrow paracorolla. The morphology of epidermal 
cells and distribution pattern of vascular bundles were the same in wide paracorolla as in petals; however, in the narrow 
paracorolla, the morphology of epidermal cells was either petal-like or stamen-like, and the distribution pattern of 
vascular bundles was stamen-like. In situ hybridization analysis of floral homeotic genes showed that a class A gene, T．
fournieri SQUAMOSA (TfSQUA), and the class B genes, TfDEFICIENS (TfDEF) and TfGLOBOSA (TfGLO), were 
expressed in the broad region of the primordia of the wide paracorolla, as in petals. Class C genes, TfPLENA1 (TfPLE1) 
and TfFARINELLI (TfFAR), were only expressed at margins of the paracorolla primordia. However, in primordia of the 
narrow paracorolla, TfSQUA and one of the class C genes (TfPLE1) was expressed only at the margin of the primordia, 
whereas the class B genes were expressed in a broad region of the primordia, similar to the case of the primordia of the 
wide paracorolla. Thus, this expression pattern in the narrow paracorolla was intermediate between that of petals and 
stamens. Furthermore, these expression patterns were similar to those at the paracorolla initiation sites．
In the work described in Chapter 4, we introduced Arabidopsis isopentenyltransferase 4 (AtIPT4) into torenia under the 
control of the APETALA1 (AP1) or APETALA3 (AP3) promoter to characterize the relationship between organ-specific 
promotion of cytokinin biosynthesis within flower buds and flower morphology. AP1::AtIPT4 plants had an increased 
number of petals, whereas AP3::AtIPT4 plants had expanded corolla, paracorolla, and serrated petal margins along with 
an increased number of petals. In AP3::AtIPT4 plants, marked receptacle enlargement was observed when flower buds 
were in the early corolla development stage in which the paracorolla primordia differentiate. As expected, AtIPT4 was 
expressed in the sepals and petals of AP1::AtIPT4 plants and in the petals and stamens of AP3::AtIPT4 plants. Cytokinin 
signals as revealed by TfRR1 and TfCKX5 expression were elevated in the floral organs in which the transgene was 
expressed. 
The results described above suggest that the paracorolla and serrated petal margins are induced by high localized 
levels of cytokinin signals at the site of those morphological changes (Chapter 2). The expression patterns of floral 
homeotic genes at the early stage of paracorolla development determine paracorolla morphology, and the expression 
pattern is determined by the site within flower buds where the paracorolla is formed (Chapter 3).  Localized cytokinin 
signals in sepals and petals increase in the petal number, whereas those signals in petals and stamens are necessary to 
induce corolla expansion, paracorollas and serrated petal margins (Chapters 4 and 5). Furthermore, both receptacle 
enlargement and localization of elevated cytokinin signals to the paracorolla initiation site are necessary for stable 
induction of the paracorollas (Chapter 5). These findings may aid in the development of efficient breeding methods for 
improvement of flower morphology.
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al., 2012; Wang et al., 2013）．また，花きにおける組換え
体の作出あるいは遺伝子発現用のプロモーターの開発な
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ども進歩している（Chandler and Sanchez, 2012; Potenza 












Bowman et al., 1991; Coen and Meyerowitz, 1991; 
Rijpkema et al., 2007）．花器官を 4 つの花輪（whorl）と
見た場合，一番外側の whorl 1では class A 遺伝子が単独
で発現することにより萼片が，whorl 2では class A と B
遺伝子が重複して発現することにより花弁が，whorl 3
では class B と C 遺伝子が重複して発現することにより
雄蕊が，最も内側の whorl 4では class C 遺伝子が単独で
発現することにより雌ずいが形成される．また，class A
と C 遺伝子は互いに発現を抑制することにより，発現
が重複しないように制御されている（Drews et al., 1991; 
Gustafson-Brown et al., 1994）．シロイヌナズナの class 
C 遺伝子（AGAMOUS; AG）の突然変異体では雄蕊が花
弁に，また雌ずいが新たな花に変化することが示されて
いるが（Yanofsky et al., 1990），この花形変化は，whorl 
3および whorl 4において class C 遺伝子の発現が失われ
たことにより，class A 遺伝子が whorl 3および whorl 4
でも発現し，これらの whorl における花器官ホメオ
ティック遺伝子の組合せが，花弁を誘導する class A と
B 遺伝子の組み合わせに変化することにより引き起こさ
れている（Drews et al., 1991）．キンギョソウでは 2 種
類 の class C 遺 伝 子（PLENA; PLE, FARINELLI; FAR）
が単離されているが，ple 突然変異体では雄蕊および雌
ずいが花弁あるいは花弁様の花器官に変化し（Bradley 
et al., 1993），さらに，ple/far 二重変異体では，雌ずい








最も内側を whorl 5として，whorl 5において発現して胚
珠の形成に関わる class D 遺伝子，さらには whorl 2か
ら whorl 5にかけて発現し，class A, B, C 遺伝子と相互
作用することで，これらの遺伝子が機能するのに必要な
class E 遺伝子が追加されたモデルも提唱されている









（Lindsay et al., 2006; Rupp et al., 1999）．ペチュニアでは，
サイトカイニン処理により花冠の細胞数が増加し，花冠
が 拡 大 す る こ と が 示 さ れ て い る（Nishijima, 2012; 
Fig. 1. The ABCDE model determining floral organ identity．
Former model, i．e., ABC model, did not include class D and E genes, and both of carpel and ovule belong to whorl 
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れている（Nishijima, 2012; Nishijima et al., 2011a, b）．
　サイトカイニン生合成経路についてはすでに研究が進
み，サイトカイニン生合成に関わる遺伝子も明らかにさ
れ て い る（Fig. 2; Frébort et al., 2011; Werner and 
Schmülling, 2009）．植物におけるサイトカイニンの生合
成 は，isopentenyltransferase（IPT） が 触 媒 す る
dimethylallyl diphosphate を基質とした ATP および ADP
のイソペンテニル化から始まり（Kakimoto, 2001; Takei 
et al., 2001），ヌクレオチド型の前駆体を経て，cytokinin 
nucleoside 5＇-monophosphate phosphoribohydrolase
（LOG）による 1 ステップの反応により活性型のサイト
カ イ ニ ン で あ る N6-(Δ2-isopentenyl) adenine (iP) や
trans-zeatin (tZ) が合成される（Kurakawa et al., 2007）．
一方，触媒する酵素の遺伝子は単離されていないもの
の，nucleotidation と nucleosidation の 2 ステップの反
応により活性型サイトカイニンが合成されるとする説も
ある（Auer, 2002; Chen and Kristpeit, 1981）．これらの
活性型サイトカイニンは，サイトカイニンの分解を司る
サ イ ト カ イ ニ ン 酸 化 酵 素（Cytokinin oxidase/
dehydrogenase; CKX）により，イソプレノイド側鎖の
酸 化 分 解（Schmüllung et al., 2003）， あ る い は
glycosyltransferase による配糖化によって不活性化され
る（Hou et al., 2004）．
　また，サイトカイニンシグナル伝達経路については，
シロイヌナズナによる研究から，二成分制御系を介して
伝達されることが明らかになっている（Fig. 2; Mizuno, 
2005; Müller, 2011）．サイトカイニンが受容体である
Histidine kinase に結合することにより，受容体が自身
の Histidine kinase により自己リン酸化された後，リン
酸がリン酸転移因子に受け渡され，核内に移行後に転写
因子である type-B response regulator（RR）をリン酸化
する．これによって type-B RR が活性化され，標的遺伝
子の転写が調節されることでサイトカイニンシグナルが
Fig. 2. Cytokinin biosynthesis and early signal transduction pathways．
Bold letters indicate catalytic enzymes. Biologically active cytokinins are boxed by red line. Broken lines indicate 
inactivation of biologically active cytokinins by CKX (blue line) or GT (green line). CPPU inhibits CKX activity. ADP, 
adenosine 5′-diphosphate; AMP, adenosine 5′-monophosphate; ATP, adenosine 5′-triphosphate; DMAPP, 
dimethylallyl diphosphate; CKX, cytokinin oxidase/dehydrogenase; CPPU, forchlorfenuron; DZ, dihydrozeatin; GT, 
glycosyltransferase; HK, receptor histidine protein kinase; HPt, histidine phosphotransfer protein; iP, N6-(Δ2- 
isopentenyl)adenine; iPR, iP riboside; iPRDP, iPR 5′-diphosphate; iPRMP, iPR 5′-monophosphate; iPRTP, iPR 5′- 
triphosphate; IPT, isopentenyltransferase; phosphoribohydrolase; RR, response regulator; tZ, trans-zeatin; tZR, tZ 
riboside; tZRDP, tZR 5′-diphosphate; tZRMP, tZR 5′-monophosphate; tZRTP, tZR 5′-triphosphate．
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2011; Rashotte et al., 2003）．
　トレニア（Torenia fournieri L.）では，花芽に CKX の
阻害剤であるホルクロルフェニュロン（CPPU）を処理
することにより（Bilyeu et al., 2001），花弁数の増加，花
弁周縁の鋸歯，副花冠の発生など，様々な装飾的な花形










縁 に 鋸 歯 が， そ れ ぞ れ 誘 導 さ れ る（Nishijima and 
Shima, 2006）．CPPU は CKX の阻害剤であることから
（Bilyeu et al., 2001），花芽内の部位特異的にサイトカイ
ニンが蓄積し，そのために様々な花形変化が引き起こさ







（Huxley et al., 1992; Rahmanzadeh et al., 2005），耐暑性
に優れ，花壇苗として生産・利用されている．ゲノムサ
イズは約171 Mbp 程度と（Kikuchi et al., 2006），シロイ






al., 1998; Tanase et al., 2010），花色の改変（Aida et al., 
2000; Ono et al., 2006），わい化などの形質の付与が報告



































て 特 定 の 花 形 が 誘 導 さ れ る（Nishijima and Shima, 
2006）．萼片伸長期（ステージ 3 ）から花弁，雄蕊およ
び雌ずい形成期（ステージ 4 ）の花芽に CPPU 処理し
た場合には，ステージ 4 後期に，発達初期の花弁の基部
から幅広い副花冠の原基が発生し，花弁伸長初期（ス





ジ 7 後期に花弁周縁に鋸歯が発生する．CPPU は活性型
サイトカイニンを分解する CKX の阻害剤であることか














指標になると考えられる（Brandstatter and Kieber, 1998; 
D＇Agostino et al., 2000; Nishijima et al., 2011b; Taniguchi 
et al., 1998）．また，他の候補として，CKX 遺伝子が挙




al., 2003; Kiba et al., 2005; Nishijima et al., 2011a）．従っ
て，CKX 遺伝子の発現も，サイトカイニンシグナルの
強さの指標になり得ると考えられる．
　一方，トレニアに BA を処理した場合には，CPPU 処
理のような花形変化は誘導されない（Nishijima and 
Shima, 2006）. CPPU と BA の活性を比較した場合，タ
バコのカルスの増殖に対しては，BA に比べて，CPPU
は1/10の濃度で効果を示す（Takahashi et al., 1978）．ペ
チュニアの花冠拡大作用においても，BA に比べて，
CPPU は1/30の低い濃度で効果を示す（Nishijima et al., 
2006）．トレニアの場合には，1000μM の BA 処理でも
花形変化は誘導されないが，CPPU では，0.3 μM の処
理でも花形変化が誘導される（Nishijima and Shima, 





















　Torenia fournieri ＇Dwarf White’（サカタのタネ）を供






2 ）CPPU および BA 処理
　CPPU（Sigma-Aldrich）および BA（和光純薬工業）
溶液は20％（v/v）アセトン溶液として調整し（Nishijima 




（Nishijima and Shima, 2006），BA の濃度については，ペ
チュニアの花冠拡大作用において CPPU と同等の効果
を示す濃度比とした（Nishijima et al., 2006）．なお，花
形変化が誘導されない10 mm 以上のつぼみは切除した．
3 ）type-A RR およびCKX 遺伝子のクローニングと系
統樹解析
　若い花芽を液体窒素で凍結後，ジルコニアビーズを用
いて破砕し，RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen Sciences）
および RNase-Free DNase Set（Qiagen Sciences）を用
いて total RNA を抽出した後，CapFishing Full-length 
cDNA Premix Kit（Seegene）を用いて cDNA 合成を行っ




cDNA 断片を pGEM-T Easy vector（Promega）に挿入し，
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BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 
Biosystems） を 用 い て，ABI PRISM 3100 Genetic 
Analyzer（Applied Biosystems）により塩基配列を解析
した．これらの塩基配列を基に，それぞれの遺伝子特異
的なプライマーを設計し， 5＇ および 3＇ RACE 法により
上流および下流の塩基配列を解析した後，KOD Plus 
DNA polymerase（東洋紡）を用いて完全長の cDNA を
増幅した（Table 2）．これらの完全長 cDNA の塩基配列
を解析し，DDBJ（http://www.ddbj.nig.ac.jp）に登録し
た．アクセッション番号は Fig. 3と Fig. 4の脚注に記載
した．
　遺 伝 子 の 系 統 樹 解 析 に は CLUSTAL W（http://
clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）を用い，クローニング





4 ）定量 PCR 解析
　無処理および CPPU または BA 処理した花芽を用い，
萼片，花弁，雄蕊，雌ずいのそれぞれの花器官から，前
項と同様の方法で total RNA を抽出した後，Transcriptor 
First Strand cDNA Synthesis Kit（ロシュ・ダイアグノス
ティックス）を用いて cDNA 合成を行った．トレニア
の各 TfRR および TfCKX 遺伝子ならびに内部標準として
Actin 遺伝子（TfACT3; AB330989）について，オープン
リーディングフレームの 3’末端部および 3＇- 非翻訳領域
に各遺伝子特異的なプライマーを設計した（Table 3）．
各遺伝子の発現量は，SYBR Premix Ex Taq（タカラバ
イオ）を用いて，LightCycler 350S（ロシュ・ダイアグ
ノスティックス）による PCR により定量した．PCR 反
応は，95℃ /10秒の前処理の後，95℃ /5秒，60℃ /10秒，
72℃ /5-7秒の反応を50サイクル繰り返し，非特異的な
増幅産物の混入を防ぐために，各サイクルの伸長期の最
後 に，TfCKX1お よ び TfCKX2は73℃，TfCKX3は74℃，
TfRR2は75℃，TfRR1は76℃，TfACT3は77℃，TfCKX4
Table 1. Degenerate primers used for isolation of cDNAs of TfRR and TfCKX genes.












Table 2. Primers used for isolation of full-length cDNAs of TfRR and TfCKX genes.

















データは LightCycler software version 3.5（ロシュ・ダ
イアグノスティックス）により解析した．TfRR および





5 ）in situ ハイブリダイゼーション解析
　無処理および CPPU 処理後 3 日目および CPPU によ
る形態変化が現れる 7 日目の花芽を解析に用いた．花芽
は， 氷 冷 し た FAA（50％（v/v）ethanol, 10％（v/v）
formaldehyde, 5％（v/v）acetic acid）中で減圧処理し，










PBS バッファー（0.1 M NaCl, 10 mM NaH2PO4, 10 mM 
Na2HPO4, pH 7.4）中で洗浄し，PBS バッファー中で
37℃，30分間，1 μg·mL－1 proteinase K（ロシュ・ダイ
アグノスティックス）処理を行った．0.2％ glycine を含
む PBS バッファー中で proteinase K の反応を停止し，
PBS バッファー中で洗浄後，0.1 M triethanolamine HCl
（pH 8.0）および0.25％ acetic anhydride 中で20分間アセ
チル化した． 1 ％ Triton X-100を含む PBS バッファー中
でアセチル化の反応を停止し，PBS バッファー中で洗
浄後，スライドガラス当たり150 μL のハイブリダイ
ゼーションバッファー（50％ formamide, 4× saline-
sodium citrate (SSC), 1× Denhardt＇s solution, 1 mg·mL－1 
Escherichia coli tRNA, 0.5 mg·mL－1 salmon sperm DNA）
を乗せ，室温で 2 時間プレハイブリダイゼーションを
行った．その後，digoxigenin（DIG）ラベルした TfRR1
または TfCKX5遺伝子特異的な antisense 鎖または対照
区として sense 鎖の RNA プローブを用いてハイブリダ
イゼーションを行った．RNA プローブは，クローニン
グした cDNA を鋳型とし，T7または SP6プロモーター
配列を持ち， 3＇- 非翻訳領域を中心とした各遺伝子特異
的なプライマー（Table 4）を用いた PCR 断片から，
DIG RNA Labeling Kit（ロシュ・ダイアグノスティック
ス）を用いて作製した．これらの PCR 断片から，T7
（sense プローブ用）または SP6（anti-sense プローブ用）
RNA polymerase により DIG ラベルした RNA を作製し，
エタノール沈殿による精製後，各 RNA プローブとして
用いた．スライドガラス当たりのプローブ濃度を800 
ng·mL－1 に調整した150 μL のハイブリダイゼーション
バッファー中で，62℃で一晩，ハイブリダイゼーション
を行った．ハイブリダイゼーション後，0.2× SSC 中，
65℃で 2 時間洗浄し，続いて室温の NT バッファ （ー0.15 
M NaCl, 0.1 M Tris-HCl, pH 7.5）中で洗浄した．さらに
1 ％ blocking reagent（ロシュ・ダイアグノスティック
Table 3. Primers used for qPCR analysis of TfRR and TfCKX genes.
Target gene Product length Direction Primer sequence
TfRR1 155 bp forward 5＇-AGATTATTAGTTGTTCTCCTCTGT-3＇
reverse 5＇-CTTGGAAATTCAACCACATCA-3＇
TfRR2 155 bp forward 5＇-GCTGCAATGTTGAAGAACATG-3＇
reverse 5＇-CAGCGCACCTCAATTATAAG-3＇
TfCKX1 124 bp forward 5＇-CCCATATCAGTTTTGTGACACA-3＇
reverse 5＇-CATACTTACAGTTGTTGAGGAGGA-3＇
TfCKX2 158 bp forward 5＇-CCGTTGATTAATCCTAGTG-3＇
reverse 5＇-AGAGAGACAATCACGATACATC-3＇
TfCKX3 169 bp forward 5＇-TCAAGAAATTGGAAGAAGGCC-3＇
reverse 5＇-CCAATATATAATTCATTTCCCCACT-3＇
TfCKX4 146 bp forward 5＇-CCAAAGACTTGGAACAACAGTG-3＇
reverse 5＇-GATTGCTCTACATCTGAGAGACC-3＇
TfCKX5 117 bp forward 5＇-AGAAAGTTGAAGTTCGATCCCG-3＇
reverse 5＇-TTACATTCCACAGACCACAACTG-3＇
TfACT3 145 bp forward 5＇-TGCAGTAAAGTGTATTGTGGAAG-3＇
reverse 5＇-GGAACTATCTGGGTAGGATC-3＇
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1 ）トレニアの type-A RR およびCKX 遺伝子のクロー
ニングと系統樹解析
　トレニアから， 2 種類の type-A RR 遺伝子，および 5
種類の CKX 遺伝子の全長 cDNA がクローニングされた．
これらの遺伝子の塩基配列から推定されるアミノ酸配列
を BLAST 検索により相同性検索したところ，いずれも
シロイヌナズナの type-A RR 遺伝子および CKX 遺伝子
と相同性が高かったことから，クローニングしたトレニ
アの遺伝子を，それぞれ TfRR1, 2および TfCKX1, 2, 3, 4, 
5と名付けた．RR 遺伝子について推定されたアミノ酸
配列には，サイトカイニンシグナル伝達の際の His-Asp
リン酸リレーに必要な Asp と Lys 残基が保存されると
ともに（Fig. 3），C 末端側に type-B RR に見られる DNA
結合ドメイン（GARP ドメイン）を持たなかったことか
ら（D＇Agostino et al., 2000; Mizuno, 2005），クローニン
グした遺伝子はいずれも type-A RR 遺伝子であると考え
られた．また，TfRR1の C 末端側には，シロイヌナズナ
の type-A RR 遺伝子の ARR7, ARR15に見られる Asp, Ser, 




et al., 2003），いずれも CKX をコードしている遺伝子で
あると考えられた．
　これらの遺伝子のアミノ酸配列を用いてシロイヌナズ




ARR7, ARR15; D＇Agostino et al., 2000; Leibfried et al., 






























Table 4. Primers used to synthesize probes for in situ hybridization analysis of TfRR1 and TfCKX5 genes.
Target gene Product length Direction Primer sequence








T7 and SP6 promoter sequences were underlined.
19仁木：サイトカイニンによる装飾的な花形の誘導機構の解明と育種への応用に関する研究 
Fig. 3. Amino acid sequence of receiver domain of torenia type-A response regulator (RR) and the sequence homology 
with Arabidopsis type-A RR．
Asterisks represent conserved amino acid sequences in RRs for phosphorelay. Accession numbers were as follows: 
torenia type-A RR genes, TfRR1, AB740033; TfRR2, AB740034; Arabidopsis type-A RR genes, ARR3, At1g59940; 
ARR4, At1g10470; ARR5, At3g48100; ARR6, At5g62920; ARR7, At1g19050; ARR8, At2g41310; ARR9, At3g57040; 
ARR15, At1g74890; ARR16, At2g40670; ARR17, At3g56380. Identical and homologous amino acid was indicated by 
light blue and blue letters, respectively．
Fig. 4. Phylogenetic tree of type-A RR and CKX in torenia and Arabidopsis．
Bootstrap values from 1000 replicates are indicated near the branching points. Accession numbers of CKX genes 
were as follows: torenia CKX genes, TfCKX1, AB740035; TfCKX2, AB740036; TfCKX3, AB740037; TfCKX4, 
AB740038; TfCKX5, AB740039; Arabidopsis CKX genes, AtCKX1, At2g41510; AtCKX2, At2g19500; AtCKX3, 
At5g56970; AtCKX4, At4g29740; AtCKX5, At1g75450; AtCKX6, At3g63440; AtCKX7, At5g21482. Accession numbers 
of type-A RR genes were the same as described in legend of Fig. 3．
20 ???????????14?
標として用いることとした．
3 ）CPPU および BA 処理による花形の変化と TfRR1
およびTfCKX5遺伝子の花芽内での発現変動の解析
　CPPU あるいは BA 処理した各花器官における TfRR1
および TfCKX5の発現変動を解析したところ，TfRR1は，
萼片，花弁，雄蕊，雌ずいのいずれの花器官においても，





















する花弁伸長中期（ステージ 6 ）の花芽に CPPU 処理
を行い，in situ ハイブリダイゼーションにより TfRR1お
よび TfCKX5の発現部位を解析した．
　無処理のステージ 3 および 4 の花芽では，TfRR1およ
び TfCKX5とも，雄蕊および雌ずいの原基で弱い発現が
見られた（Fig. 7A-a, b, d, f, g, i）．これに対して，ステー
ジ 3 の花芽に CPPU 処理を行った場合，処理後 3 日目
Fig. 5. Quantitative real-time PCR analyses of TfRR and TfCKX in floral organs 2 days after CPPU treatment．
The expression levels of TfRRs (A) and TfCKXs (B) are shown as values relative to that of TfACT3, which was used 
as an internal standard. Open and gray columns indicate non-treated and CPPU-treated floral organs, respectively. 












　無 処 理 の ス テ ー ジ 5 の 花 芽 で も，TfRR1お よ び
TfCKX5とも，雄蕊および雌ずいの原基で弱い発現が見
られるが，ステージ 7 までの花芽の発達の過程で，これ
らの発現は葯および胚珠に限られていった（Fig. 7B-a, b, 














　一方，ステージ 6 の花芽に CPPU 処理を行った場合，
処理後 3 日目では，両遺伝子とも，無処理の花芽では葯
および胚珠で弱い発現が見られるのに比べ（Fig. 7C-a, b, 













続されていたことから（Nishijima and Shima, 2006）， 花
芽内でサイトカイニンシグナルが持続的に上昇すること
が花形変化に必要であると考えられた．一方，本研究に
Fig. 6. Quantitative real-time PCR analyses of TfRR1 and TfCKX5 in CPPU or BA-treated floral organs．
The expression levels of TfRR1 (A) and TfCKX5 (B) are shown as values relative to that of TfACT3, which was used 
as an internal standard. Open circles, closed circles, and gray squares indicate non-treated control, CPPU or BA-
treated flower buds, respectively. Vertical bars indicate SE (n = 3)．
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Fig. 7. In situ hybridization of TfRR1 and TfCKX5 in flower buds treated with CPPU．
CPPU treatment induces formation of a wide paracorolla in (A), a narrow paracorolla in (B), and a serrated petal 
margin in (C). CPPU-treated flower buds were collected at 3 (c, h) or 7 days (e, j) after the treatment, whereas non-
treated flower buds were collected at the corresponding stage (a, b, d, f, g, i). The representative data at each floral 
stage inducing each flower morphology are shown. Panel k shows flower morphology induced by CPPU treatment 
at each floral stage. Panel b, d, g, and i in (B) are the same as a, b, f, and g in (C), respectively, because each shows 
the same stage of non-treated flower buds. Floral stages were defined as described in Nishijima and Shima (2006): 
Stage 3, development of sepals; Stage 4, initiation of sex organs and petals; Stage 5, early corolla development; Stage 
6, middle corolla development; Stage 7, late corolla development. Triangles represent the initiation site of 















と考えられた（Fig. 6A, B）．BA と CPPU では化学的な














ニンシグナルが上昇していた（Fig. 7A-c, e, h, i, Fig. 8）．





在化した（Fig. 7B-c, e, h, i, Fig. 8）．CPPU 処理したト
レニアで誘導される副花冠のうち，幅広い副花冠は，雄
蕊の基部の背軸側の側方から発生することが観察されて
いる（Nishijima and Shima, 2006）．一方，細長い副花冠
Fig. 8. Hypothetical model accounting for the effect of CPPU-induced localization of enhanced cytokinin signal in flower 
buds to flower morphology in torenia．
Floral organ with enhanced cytokinin signal is colored with blue in the petal and orange in the stamen. Triangles 
































は異なり（Fig. 7A-c, h, 7B-c, h, Fig. 8），花弁の中央部
か ら 先 端 部 に 限 ら れ て い た（Fig. 7C-c, h, Fig. 8）．
CPPU 処理により発生する鋸歯は，花弁の縁辺における
維管束の配列パターンの変化により生じていることから




















































































定後，70％（v/v）ethanol 中で 1 時間， 2 回処理し，抱
水クロラール溶液（chloral hydrate, 8 g; glycerol, 1 ml; 








設計した（Table 5）．PCR により得られた cDNA 断片の
塩基配列は，第 2 章2-3）と同様の方法で解析した．こ
れらの塩基配列を基に，それぞれの遺伝子特異的なプラ
イマーを設計し，第 2 章2-3）と同様の方法で， 5’およ
び 3＇ RACE 法により上流および下流の塩基配列を解析
Table 5. Degenerate primers used for isolation of cDNAs of floral homeotic genes.
Target gene Direction Primer sequence
Class A genes forward 5＇-ATGGGIAGRGGIARRGTISARYTRA-3＇
reverse 5＇-CATIAGRTTYTTYCTIGWICGDAT-3＇
Class B genes forward 5＇-ATGGCIMGWGGIAARATYCARATYAA-3＇
reverse 5＇-TCITCICCYTTYARRTGYCTIAG-3＇
reverse 5＇-TTYTTYYTRDWIGTITCRRTYTGRKT-3＇
Class C genes forward 5＇-ATGGGIMGIGGIAARATYGARATHAA-3＇
reverse 5＇-ARBAIYTCRTTYTTYTTIGMYCKDA-3＇
reverse 5＇-TCYCTYYTYTGCATRWRITCDAYYTC-3＇
Table 6. Primers used for isolation of full-length cDNAs of floral homeotic genes.



















5 ）in situ ハイブリダイゼーション解析
　無処理および CPPU による形態変化が現れる CPPU








なプライマー（Table 7）を用いた PCR 断片を pGEM-T 
Easy vector（Promega）に挿入し，DIG RNA Labeling 
Kit（ロシュ・ダイアグノスティックス）を用いて作製
した．ベクターを Nae I および Spe I または Nco I およ
び Pvu II で切断後，前者は T7 RNA polymerase により，








6 ）定量 PCR 解析
　無処理および CPPU 処理した花芽を用い，萼片，花弁，
雄蕊，雌ずいのそれぞれの花器官から，第 2 章2-4）と
同様の方法で total RNA を抽出し，cDNA 合成を行った．
トレニアの各花器官ホメオティック遺伝子について，
オープンリーディングフレームの 3’末端部および 3＇- 非
翻訳領域に各遺伝子特異的なプライマーを設計した
（Table 8）．また，内部標準として第 2 章2-4）と同様に
Actin 遺伝子（TfACT3）を用いた．定量 PCR は第 2 章
2-4）と同様の方法で行った．蛍光量の測定温度は，
TfSQUA お よ び TfFAR は75℃，TfDEF は76℃，TfGLO
および TfACT3は77℃，TfPLE1は79℃とし，データ解析
Table 7. Primers used to synthesize probes for in situ hybridization analysis of floral homeotic genes.
Target gene Product length Direction Primer sequence
TfSQUA 481 bp forward 5＇-AACCAGCTCATACAGGATTCA-3＇
reverse 5＇-GCGTTGTTTTGTTGCATCT-3＇
TfDEF 499 bp forward 5＇-ACAGGAATCTGAAGAGGGA-3＇
reverse 5＇-GCCCTACGAAATTAGTAGTACC-3＇
TfGLO 479 bp forward 5＇-GCAGATTGAGCTCAGGCA-3＇
reverse 5＇-AAGGTTTTGGCTTAACGAGAG-3＇
TfPLE1 498 bp forward 5＇-GGAACTCAAGAACATGGAGTCA-3＇
reverse 5＇-ACAAGTACGAGGAGAAATTGAGG-3＇
TfFAR 481 bp forward 5＇-CATAACAAGAACATGCTCGGTG-3＇
reverse 5＇-GAACAAACATAATCAGCAGAGGATC-3＇
Table 8. Primers used for qPCR analysis of floral homeotic genes.
Target gene Product length Direction Primer sequence
TfSQUA 151 bp forward 5＇-GCTTTGCTGCATGATGATATA-3＇
reverse 5＇-GCGTTGTTTTGTTGCATCT-3＇
TfDEF 103 bp forward 5＇-GGTACTACTAATTTCGTAGGG-3＇
reverse 5＇-TAATATGGATCGAAATCATC-3＇
TfGLO 111 bp forward 5＇-CGAATCTTCAGGAACGTTTC-3＇
reverse 5＇-AAGGTTTTGGCTTAACGAGAG-3＇
TfPLE1 172 bp forward 5＇-CCTTTGGCTGTTAGGATG-3＇
reverse 5＇-GACACAGCCCGAGTCGATGAG-3＇
























Fig. 9. Morphology of a CPPU-induced paracorolla compared with a petal and stamen．
The wide and colored paracorollas resembling the petal were grouped as ＇wide paracorollas＇, while the narrow 
paracorollas resembling the filament were grouped as ＇narrow paracorollas＇. Samples are as follows: Petal (a); wide 
paracorolla (b); narrow paracorolla (c, d, e); stamen (f). Petals and stamens were collected from flowers not treated 
with CPPU. Scale bars = 1 mm．
Fig. 10. Microscopic analyses of CPPU-induced paracorollas．
(upper row) Scanning electron micrographs of the adaxial face; (middle row) Photomicrographs of transverse 
sections; (lower row) Photo of vascular bundles. Samples are as follows: Petal (a, f, j); the wide paracorolla (b, g, k); 
the narrow paracorolla (c, d, h, l, m, n); stamen (e, i, o). Photo of c and g represents the narrow paracorolla of Fig. 
9c, and photo of d and h represents the narrow paracorolla of Fig. 9d and e. Petals and stamens were collected from 










































9b, Fig. 10b, g, k）．一方，雄蕊に近い形態を持つ細長い
副花冠の組織は，花弁に近い特徴を持つものから雄蕊に
近いものまで存在していることが示された（Fig. 9c-e, 





かにするために，トレニアから A, B, C 各クラスの花器
官ホメオティック遺伝子を単離した．その結果， 1 種類








それぞれ予想される class に分けられた（Fig. 12）．
class A 遺伝子は同じシソ目に属するキンギョソウの
SQUAMOSA と，class B 遺 伝 子 は キ ン ギ ョ ソ ウ の
DEFICIENS および GLOBOSA と，class C 遺伝子はキ
ンギョソウの PLENA および FARINELLI と相同性が非
常に高かったことから，トレニアの遺伝子をそれぞれ
TfSQUA, TfDEF, TfGLO, TfPLE1および TfFAR と名付け
た（Fig. 11, Fig. 12）．class A 遺伝子の TfSQUA につい
ては，C 末端に euAP1タイプの class A 遺伝子で保存さ
れている euAP1 motif および farnesylation motif が見ら
れた（Fig. 11A; Litt and Irish, 2003）．class C 遺伝子の
TfPLE1および TfFAR については，C 末端に class C 遺伝
子で保存されているAG motif Iおよび IIが見られた（Fig. 
11C; Kramer et al., 2004）．また，class B 遺伝子につい
ては，TfGLO の C 末端に PI motif が，TfDEF の C 末端
には PI motif-derived sequence と euAP3 motif が保存さ

















13）．幅広い副花冠では，class A 遺伝子の TfSQUA は副
花冠の原基の基部で強い発現が見られ（Fig. 13A），
class B 遺伝子の TfDEF および TfGLO は副花冠の原基
全体で強い発現が見られた（Fig. 13B）．これらの発現
パターンは無処理の花弁と同様であった（Fig. 13A，B）．
さらに，幅広い副花冠の原基では先端部で class C 遺伝
子の TfPLE1および TfFAR の弱い発現が見られた（Fig. 
13C）．一方，細長い副花冠では，class B 遺伝子の
TfDEF および TfGLO は副花冠の原基全体で発現が見ら
れたが（Fig. 13B），class A 遺伝子の TfSQUA は副花冠
原基の周縁部のみで弱い発現が見られ（Fig. 13A），
class C 遺伝子も TfPLE1のみ副花冠原基の周縁部で弱い








のうち，幅広い副花冠では class A 遺伝子の TfSQUA お
よび class B 遺伝子の TfDEF および TfGLO は花弁並み
に高い発現量が見られたが（Fig. 14A, B），雄蕊および
雌ずいで発現量が高い class C 遺伝子の TfPLE1および
TfFAR は発現量が低く，萼片および花弁並みであった
（Fig. 14C）．一方，細長い副花冠では，class B 遺伝子の
TfDEF および TfGLO は，幅広い副花冠と同様に花弁並
みに高い発現量が見られたが（Fig. 14B），class A 遺伝
Fig. 11. Alignment of amino acid sequences of floral homeotic genes in torenia, A. majus, and Arabidopsis．
(A) Class A, (B) class B, (C) class C genes. Accession numbers were as follows: Class A genes; AmSQUA 
(Antirrhinum majus), X63701; AP1 (Arabidopsis thaliana), Z16421; TfSQUA (Torenia fournieri), AB359949: Class B 
genes; AmDEF (Antirrhinum majus), X52023; AmGLO (Antirrhinum majus), X68831; AP3 (Arabidopsis thaliana), 
M86357; PI (Arabidopsis thaliana), D30807; TfDEF (Torenia fournieri), AB359951; TfGLO (Torenia fournieri), 
AB359952: Class C genes; AG (Arabidopsis thaliana), NM_118013; AmFAR (Antirrhinum majus), AJ239057; AmPLE 
(Antirrhinum majus), S53900; TfFAR (Torenia fournieri), AB359953; TfPLE1 (Torenia fournieri), AB359954. Motifs 
conserved in each class of floral homeotic genes were boxed. Identical and homologous amino acid was indicated 
by light blue and blue letters, respectively．
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子の TfSQUA の発現量は低く，雄蕊に近い発現量を示






後に幅広になるか細長くなるかに関わらず，class A, B, 
C 遺伝子とも発現が見られるものの，幅広い副花冠では
class A と B 遺伝子の発現が中心であった（Fig. 13A-
























（Nishijima and Shima, 2006）．花器官ホメオティック遺
伝子の発現は，サイトカイニンにより直接制御を受けて
いる可能性がある（Estruch et al., 1993; Li et al., 2002）．
しかし，無処理のトレニアには副花冠が存在せず，比較
実験ができないため，副花冠におけるサイトカイニンシ
Fig. 12. Phylogenetic tree of homeotic genes in torenia and other plant species．
The neighbor-joining tree was generated based on amino acid sequences using CLUSTAL W, and was drawn with 
NJplot. Bootstrap values from 100 replicates are indicated near the branching points. Accession numbers were the 
same as described in legend of Fig. 11 and follows: Class A genes; CAL (Arabidopsis thaliana), L36925; FUL 
(Arabidopsis thaliana), U33473; NtAP1-1 (Nicotiana tabacum), AF009126; ZmAP1 (Zea mays), L46400: Class B 
genes; PhDEF (Petunia hybrida), DQ539416; PhGLO1 (Petunia hybrida), M91190; PhTM6 (Petunia hybrida), 
DQ539417; pMADS2 (Petunia hybrida), X69947; ZmMADS29 (Zea mays), AJ292961; ZmSILKY1 (Zea mays), 
AF181479: Class C genes; PhFBP6 (Petunia hybrida), X68675; pMADS3 (Petunia hybrida), X72912; SHP1 













すなわち whorl 3に由来すると考えられる（Nishijima 
and Shima, 2006; Yamaguchi et al., 2010）．キンギョソウ
の場合，葯では class B および C 遺伝子が，花糸では雄
蕊と花弁の中間的な class A, B および C 遺伝子が，花弁









Fig. 13. In situ hybridization of homeotic genes in flower buds at paracorolla initiation．
Gene-specific antisense RNA probes of a class A gene (A), class B genes (B), and class C genes (C) were used. 
Spatial distributions of floral organs at the paracorolla initiation stage are shown by scanning electron micrographs 
(D). CPPU-treated flower buds were collected at paracorolla initiation, while untreated buds were collected at the 
corresponding stage. N1, untreated flower buds at the same stage as C1; C1, CPPU-treated flower buds at wide 
paracorolla initiation; N2, untreated flower buds at the same stage as C2; C2, CPPU-treated flower buds at narrow 
paracorolla initiation. Triangles represent wide paracorollas ( △ ) and narrow paracorollas ( ▲ ). Scale bars = 100 







































Fig. 15. Hypothetical role of floral homeotic genes in the 
identification of floral organs and the regulation 
of paracorolla morphology．
The darkness of the belts indicates the extent of 
expression．
Fig. 14. Quantitative real-time PCR analyses of homeotic 
genes in CPPU-treated floral organs．
The relative expression levels of class A (A), 
class B (B), and class C (C) genes are shown as 
values relative to that of TfACT3, which was used 
























する ATP および ADP のイソペンテニル化から始まるが
（Fig. 2），このステップは生合成全体の律速段階と考え
られている（Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001）．シロイ







whorl 1および whorl 2で，APETALA3（AP3）は whorl 2
および whorl 3で特異的に発現する遺伝子であることか















　Torenia fournieri ＇Crown Violet’（タキイ）を供試した．
組換え体の作出には， 3 ％スクロースを含む1/2 
Murashige and Skoog 培地を入れたプラントボックス内
で，無菌的に継代した培養植物を用いた（Aida et al., 
2000）．







ニングには，若い花芽を用い（Miyawaki et al., 2004），
第 2 章2-3）と同様の方法で total RNA を抽出し，cDNA




いた．各遺伝子に特異的な配列に Eco RI サイトを付加
したプライマーを設計し（Table 9），KOD Plus DNA 
Fig. 16. Transgene construct for floral organ-specific 
expression of cytokinin biosynthesis gene．
(A) T-DNA region of introduced vector (pGWB1). 
Hygromycin phosphotransferase (HPT) and 
neomycin phosphotransferase (NPT) II were 
used for transformant selection. (B) Predicted 
effect of the transgene. Floral organs expected to 
have elevated cytokinin production were colored 
with green in sepal, blue in petal, and orange in 
stamen. AP1, APETALA1; AP3, APETALA3; 
AtIPT4, Arabidopsis thaliana isopentenyltransferase4; 





の 5’上流領域を増幅した．増幅した PCR 断片を Eco RI
で切断し，AtIPT4断片を AP1あるいは AP3 断片と連結
した．さらに，上述の AP1用または AP3用の forward プ
ライマーと，AtIPT4用の reverse プライマーの組み合わ
せにより（Table 9），KOD Plus DNA polymerase（東洋
紡）を用いて各連結した各断片全体を増幅した．増幅し
た PCR 断片を pENTR/D-TOPO vector（Invitrogen）に
挿入後，Gateway LR clonase（Invitrogen）の反応により，
植物の形質転換用ベクターpBI101に由来するdestination 
vector pGWB1（Fig. 16, Nakagawa et al., 2007）に挿入し
た．
　ト レ ニ ア の 形 質 転 換 は，Aida and Shibata（1995, 
2001）の方法に基づいて行った．25℃一定に調節した蛍












　ステージ 3 ， 4 ， 5 および 6 の各ステージごとの花芽
を，第 2 章2-5）と同様の方法で固定，脱水後，2M2P
中で，減圧下で凍結乾燥し，SEM で観察した．
4 ）定量 PCR 解析
　ステージ 6 の非形質転換体および形質転換体の萼片，
花弁，雄蕊，雌ずいのそれぞれの花器官から，第 2 章
2-4）と同様の方法で total RNA を抽出し，cDNA 合成
を行った．AtIPT4遺伝子について，オープンリーディ
ングフレームの 3’末端部および 3＇- 非翻訳領域に遺伝子
特異的なプライマーを設計した（Table 10）．また，サ
イトカイニンシグナルとして第 2 章2-4）と同様に
TfRR1および TfCKX5を，また内部標準として Actin 遺












けて抽出した．抽出は Dobrev and Kaminek（2002）の
Table 9. Primers used for transgene construction.
Target gene Product length Direction Primer sequence
AtIPT4 970 bp forward 5＇-CTCAGAATTCGACATGAAGTGT-3＇
reverse 5＇-CTAGTTAAGACTTAAAAATCT-3＇
AP1 1729 bp forward 5＇-TGTATCGTTTCAAAACTCAGG-3＇
reverse 5＇-TACTGAATTCGAACCAAACAAAAC-3＇
AP3 1197 bp forward 5＇-GACCAGATCAAGAGTGCGTG-3＇
reverse 5＇-GTTTGAATTCTTTGTTGAAG-3＇
AP1::AtIPT4 2689 bp forward 5＇-CACCTGTATCGTTTCAAAACTC-3＇
reverse 5＇-CTAGTTAAGACTTAAAAATCT-3＇ ＊
AP3::AtIPT4 2157 bp forward 5＇-CACCGACCAGATCAAGAGTGC-3＇
reverse 5＇-CTAGTTAAGACTTAAAAATCT-3＇ ＊
Sequences of Eco RI site were underlined.
＊ Same primer used for isolation of AtIPT4 gene.
Table 10. Primers used for qPCR analysis of AtIPT4 gene.
Target gene Product length Direction Primer sequence







water/formic acid（15/4/1, v/v/v）） 中 に 溶 解 後， 
－20℃で一晩抽出した．加えた内部標準物質は，[2H6] 
N6- (Δ2-isopentenyl) adenine (iP), [2H5] trans-zeatin (tZ), 
[2H6] iP riboside (iPR), [2H5] tZ riboside (tZR) で あ る
（OlChemim）．遠心により上清を得た後，Sep-Pak tC18 
cartridge（Waters）により精製し，乾燥させた．残渣を
1 M formic acid で溶解し，Oasis MCX column（Waters）
に 通 し て 吸 着 さ せ，MeOH, 0.35 M NH4OH, 0.35 M 
NH4OH を含む60％（v/v）MeOH の順に溶出した．各
溶 出 液 の う ち，cytokinin nucleobases, cytokinin 
nucleosides, cytokinin glucosides の溶出画分である0.35 
M NH4OH を含む60％（v/v）MeOH をエバポレーター
で 乾 固 し た． 続 い て，0.05％ acetic acid を 含 む10％ 
MeOH で溶解し，含まれるサイトカイニンを liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry system（LC/
MS/MS，model 2695/TSQ7000, Waters/Thermo Fisher 
Scientific）により解析した．各サイトカイニンは，35℃
に 保 持 し た ODS column （MD，5 μm, 2.5 mm × 250 
mm, 資生堂）を用い，流速0.2 mL·min－1の solvent A
（0.05％ acetic acid を含む MeOH）と solvent B（0.05％ 
acetic acid を含む水）の濃度勾配により分離した．両溶
媒の勾配は，0 min, 10％ A + 90％ B; 45 min, 80％ A + 
20％ B; 55 min, 100％ で あ る． 定 量 は selected ion 
recording mode（ionization voltage; 4.7 kV，キャピラリー
温度 ; 200℃ , collision energy; サイトカイニン種により


























た と こ ろ， ス テ ー ジ 3 に お い て， 正 常 型 お よ び
AP3::AtIPT4を導入した組換え体では萼片が 5 枚である
のに対し（Fig. 18a, o），AP1::AtIPT4を導入した組換え
体では萼片の数が 6 枚以上に増加し（Fig. 18h），ステー
ジ 4 においては，いずれの組換え体においても正常型と





組換え体では，ステージ 5 からステージ 6 に，花弁原基
の数が増加していた（Fig. 18c, d, g, j, k, n）．また，
AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，ステージ 6 の初
Fig. 17. Morphological changes in the flowers of torenia．






















び iP の前駆体である iPR とも蓄積量は少なく，特に，
萼片および花弁では，iP および iPR は検出されなかっ
た（Fig. 20A, B）．これに対して，AP1::AtIPT4を導入し
た組換え体では，iP および iPR とも，萼片および花弁
に蓄積が認められ，雄蕊および雌ずいでは正常型と同程
度であった（Fig. 20A, B）．一方，AP3::AtIPT4を導入し














Fig. 19. AtIPT4  expression in the floral organs of 
transgenic torenia．
The expression levels are shown as a value 
relative to that of TfACT3, which was used as an 
internal standard. Vertical bars represent ± SE 
(n = 3)．
Fig. 18. Floral development of transgenic torenia．
a-g, Normal type (NT); h-n, AP1::AtIPT4; o-u, AP3::AtIPT4. Floral stages were defined as described by Nishijima 
and Shima (2006). Closed and open triangles represent lobes from a petal primordium and the site of paracorolla 
initiation, respectively. Pe, Petal; Pi, Pistil; Sn, Staminoid; Sp, Serrated petal; St, Stamen. Scale bars = 100 μm．
37仁木：サイトカイニンによる装飾的な花形の誘導機構の解明と育種への応用に関する研究 
ら，サイトカイニンシグナル強度の指標となる type-A 

























成の場となっていると考えられる（Huang et al., 2003; 














れる細長い副花冠と類似していた（Fig. 17d, Fig. 18u; 
Niki et al., 2012; Nishijima and Shima, 2006）．この付属
弁の発生位置は雄蕊基部の背軸側の側方であり，さらに




考えられた（Nishijima and Shima, 2006）．
Fig. 20. Concentration of endogenous cytokinins in the floral organs of normal type (NT) and transgenic torenia．
iP, isopentenyladenine; iPR, isopentenyladenine riboside; tZ, trans-zeatin; tZR, trans-zeatin riboside. Vertical bars 

























より生じることが示されている（Bartrina et al., 2011; 
Lindsay et al., 2006）．さらに，AP1::AtIPT4を導入した
シロイヌナズナ（Li et al., 2010），さらには CPPU 処理
したトレニアにおいて花器官数が増加する際にも花托が










は，花托の拡大がステージ 5 まで続いたが（Fig. 18q），
whorl 3の拡大が顕著であった．whorl 3における花托の
拡大がステージ 5 まで続いた場合，雄蕊同士の間隔が広
Fig. 21. Expression of TfRR1 and TfCKX5 in the floral 
organs of normal type (NT) and transgenic 
torenia．
The expression levels of TfRR1 (A) and TfCKX5 
(B) are shown as values relative to that of 
TfACT3, which was used as an internal standard. 
Vertical bars represent ± SE (n = 3)．
Fig. 22. Model accounting for the ef fect of localized 
elevation of cytokinin signal in flower buds on 
flower morphology．
AP1::AtIPT4 and AP3::AtIPT4 indicate the 
transgenic plants promoted floral organ specific 
cytokinin biosynthesis described in Fig. 16. 
Whorls with elevated cytokinin levels are colored 
with green in whorl 1, blue in whorl 2, and orange 
in whorl 3. Pc, Paracorolla; Pe, Petal; Pi, Pistil; Se, 














れると考えられている （Bartrina et al., 2011; Clark et al., 
1993; Lindsay et al., 2006）．両遺伝子による分裂組織の
制御メカニズムについては，茎頂分裂組織において詳細






サイズが拡大する（Bartrina et al., 2011; Lindsay et al., 
2006）．同様のメカニズムが，花托の大きさに関わる花
芽分裂組織でも機能していると考えられる（Bartrina et 
al., 2011; Lindsay et al., 2006）．本研究の組換えトレニア
においても，サイトカイニンシグナルが上昇した部位で
CLV の発現が抑制されていると考えられる．その場合，






化・発達を促進する作用を持つことから（Dewitte et al., 








が（Niki et al., 2013; Nishijima and Shima, 2006），本研
究の結果では，雄蕊におけるサイトカイニンシグナルの
上昇が鋸歯の発生に重要であることが示唆された．シロ




の発生が報告されていることから（Narumi et al., 2008），
































































（Nishijima and Shima, 2006），AP3::AtIPT4を導入した組
換え体では，副花冠の発生は不安定で，その発生程度も
低かったことと合致する．つまり，CPPU 処理では（ 1 ）
と（ 2 ）の両者が同時に起きるため，副花冠が安定して
強く誘導されるのに対し，AP3::AtIPT4を導入した組換









伝子である WUS および CLV が関与していると考えられ





Fig. 23. Dual-factor hypothesis on paracorolla induction in torenia．
In this hypothesis, both cytokinin signal precisely localized to the site of paracorolla initiation and receptacle 
enlargement are necessary for stable and strong paracorolla induction. The floral organs and whorls with high level 
of cytokinin signal are indicated by gray. The darkness of shade gray area represents extent of cytokinin signal. 




















後 の 花 托 の 拡 大 程 度 の 差 異 は 不 明 瞭 で あ っ た




















い る こ と が 示 さ れ て い る が（Nishijima and Shima, 
2006），この部位は，第 2 章において示された CPPU 処
理によるサイトカイニンシグナルの蓄積部位と一致して






がら，第 2 章では，CPPU 処理によって花弁の縁辺部と
ともに，雄蕊でもサイトカイニンシグナルが高まる結果










Fig. 24. Hypothesis on induction of serrated petal margin 
in torenia．
In this hypothesis, cytokinin signal localized to 
both petal and stamen is necessar y for the 
induction of serrated petal margin. The floral 
organs with high level of cytokinin signal are 










イニンが関与することが報告されている（Cui et al., 










































られたものの，AP3プロモーターは whorl 2および whorl 
3全体で，また花芽発達過程を通じて発現するため






















ク遺伝子の発現は class B 遺伝子が中心であるものの，






































Fig. 25. Mechanism responsible for floral stage-dependent induction of paracorollas and serrated petal margins by elevated 
cytokinin signal．
Illustrations shown in the top row indicate normal type flower buds at the corresponding floral stage. The floral 
organ with high level of cytokinin signal is indicated by dotted pattern. Expression pattern of floral homeotic genes 
is indicated by coloring; class A alone (green), class A and B (blue), class B alone (light blue), class B and C (pink), 
































type-A response regulator （RR）遺伝子およびサイトカ
イニン量の調節に関わる CKX 遺伝子の発現解析を行っ
た．定量 PCR による解析の結果，TfRR1および TfCKX5
遺伝子とも，いずれの花器官においても，CPPU 処理後






















様に class A および B 遺伝子の発現が中心で，class C 遺
伝子の発現は花弁の周縁部のみであったのに対し，細長
い副花冠では class B 遺伝子の発現は見られたが，class 
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